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Riassunto 

L'invenzione e relativa ad un metodo per rilevare Coliformi e si basa sull'utilizzo di 
una miscela d'aminoacidi per promuovere I'espressione d'enzimi inducibili in 
assenza di crescita cellulare. La soluzione d'induzione pud essere utilizzata per la 
rapida rilevazione degli enzimi p-glucuronidasi e/o p-galattosidasi in un numero 
limitatissimo di cellule di E. coli e/o di Coliformi Totali. 



Descrizlone 

Campo dell'invenzione 

La presente invenzione e relativa ad un metodo per rilevare Coliformi basato 
sull'utilizzo di una soluzione d'induzione comprendente uno o piu aminoacidi in 
grado di promuovere I'espressione d'enzimi inducibili in assenza di crescita 
cellulare. La soluzione d'induzione pud essere utilizzata per I'analisi rapida di 
campioni contenenti un numero limitatissimo di cellule di E.coli e di Coliformi Totali, 
mediants la rilevazione degli enzimi p-glucuronidasi e p-galattosidasi. 

Arte nota 

Molti metodi rapidi per la rilevazione/identificazione di microrganismi sfruttano la 
presenza d'enzimi coinvolti in specifiche attivita metaboliche. Gli enzimi possono 




essere costitutivi, ossia sempre espressi, o inducibili, owero presenti solo in 
determinate condizioni metaboliche. Questo e il caso, per esempio, degii enzimi p- 
glucuronidasi e p-galattosidasi espressi nei batteri Coliformi in presenza di uno 
specifico induttore. 

I batteri Coliformi rappresentanO "microrganismi indicatori" d'inquinamento 
antropico. Essi sono distinti in Coliformi Totali e Coliformi Fecali, riconoscendo nei 
Totali i Coliformi diffusi sugli strati superficiali del suolo e delle acque e nei Fecali la 
specie E.coli, batteri gram-negativi termoresistenti, il cui habitat naturale e 
I'intestino umano o animate, causa frequente d'infezione del tratto urogenitale e di 
diarrea. 

I Coliformi Totali sono caratterizzati dal possedere il gene che codifica per I'enzima 
p-galattosidasi, responsabile dell'idrolisi del lattosio in galattosio e glucosio. La 
determinazione della p-galattosidasi pud essere eseguita con I'utilizzo di substrati 
cromogenici e/o fluorogenici. 

p-glucuronidasi, invece, e un enzima che catalizza I'idrolisi d'acidi p-D- 
glucopiranosiduronici nei corrispondenti agliconi e in acido D-glucuronico e, come 
per p-galattosidasi, Pattivita 6 misurata per mezzo di diversi substrati cromogenici e 
fluorogenici. Esso e presente nei 94-96% [Acta Pathol. Microbiol. Scand. Sect. B, 
84:245(1976)] di ceppi di E.coli. Viene quindi specificatamente utilizzato per la 
rivelazione di E.coli. 

L'induzione degli enzimi p-glucuronidasi e p-galattosidasi pud avvenire sia 
utilizzando I'induttore "naturale" sia un analogo sintetico. Per stimolare la 
produzione cellulare di p-galattosidasi si utilizzano lattosio o composti 
strutturalmente simili quali metil-p-D-tiogalattopiranoside (MTG) o isopropil-p-D- 
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tiogalattopiranoside (IPTG) che, al contrario del lattosio, non rilasciano la parte 
glucosidica e non causano Pinterruzione della sintesi enzimatica; nel caso invece di 
p-glucuronidasi si usano composti contenenti una funzionalite glucuronidica quali 
metil o isopropil-p-D-glucuronide. I dati in letteratura dimostrano che, ad oggi, i 
metodi di rivelazione dell'espressione di tali enzimi si basano sull'induzione 
enzimatica mediante l'uso di specifici terreni di coltura, dove la sintesi di p- 
galattosidasi/p-glucuronidasi 6 promossa nell'ambito del processo di duplicazione 
cellulare. 

Terreni usati per ottenere la moltiplicazione cellulare contengono fonti di carbonio 
(tra cui lattosio), fonti di azoto, vitamine e sali minerali. 

Nel 1988 Berg e Fiksdal brevettano un metodo basato sull'uso di un terreno 
nutritivo di crescita, selettivo per i Coliformi, contenente lattosio, induttore della p- 
galattosidasi, ma arricchito con metilumbelliferil-p-D-galattoside (MUGal), substrata 
fluorogenico per la p-galattosidasi, utilizzato per la lettura dei risultati dopo al 
massimo 8 ore di incubazione. L'evoluzione di questo processo porta alio sviluppo 
del kit per la rivelazione rapida di Coliformi noto sotto il marchio Colifast™ (brevetti 
US551 88894, US5292644, EP0574977, WO8904372). Utilizzando questo sistema, 
Tryland et al. [Wat. Sci. Tech., Vol.43 N°12 217-220 (2001)] e Farnleitner et al. 
[Lett. Appl. Microbiol. Vol.33 lss.3 246-250 (2001)] evidenziano una correlazione 
lineare tra I'attivite di p-galattosidasi e la concentrazione di Coliformi Totali, e 
Pattivite di p-glucuronidasi e la concentrazione di E.colL 
Questo metodo, rispetto al metodo deirinvenzione, presenta i seguenti limiti: 
1. La duplicazione cellulare introduce un'ulteriore variabile nella lettura del 
risultato; oltre infatti al livello di enzima prodotto da ogni singola cellula, si 
aggiunge la variabile del numero di cellule presente al termine del test 
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2. La durata del test, specie se nel campione sono presenti un numero di cellule 
<1000, risulta maggiore di quella prevista nel metodo oggetto dell'invenzione, a 
causa della necessity di attendere la fase esponenziale di crescita cellulare. 
Edberg (US 4925789, 1990) introduce il concetto di "nutrient-indicator". II terreno di 
coltura contiene come fonte di carbonio primaria una sostanza che viene 
metabolizzata ad un unico derivato rilevabile; tale composto e metabolizzabile solo 
dalla specie batterica in questione, definendone la presenza/assenza. Edberg 
specificatamente rileva E.eoli, usando un substrate cromogenico o fluorogenico, 
sceito tra o-nitrofenil-p-D-glucuronide (ONPG, giallo), B-naftalamide-p-D- 
glucuronide (viola), a-naftol-B-D-glucuronide (rosso), metilumbelliferil-p-D- 
glucuronide (MUGIu, fluorescente). Egli inoltre propone che il terreno possa essere 
utilizzato per ricercare contemporaneamente E. coli e Coliformi Totali, scegliendo 
nutrienti di diverso colore come substrati per 6-glucuronidasi (E.eoli) e per 3- 
galattosidasi (Coliformi). Essendo tali substrati chimicamente affini al lattosio essi 
fungono automaticamente anche da induttori enzimatici. I tempi di incubazione 
variano tra le 18 e le 22 ore. II prodotto Colilert™ si basa sui principi generali 
rivelati da Edberg, come pure il test MMO/MUG, approvato da U.S. Environmental 
Protection Agency (USEPA), dove ONPG viene utilizzato per i Coliformi e MUGIu 
per E.eoli. Tale metodo, quindi, necessita di almeno 18 ore per la lettura dei 
risultati, tempo di analisi nettamente superiore a quello proposto dalla richiedente. 
Roth et al. (US52 10022, 1993) mettono a punto un terreno di coltura per 
quantificare la presenza di E.eoli e di Coliformi Totali in un campione. II terreno 
limita la fonte primaria di carbonio a un substrate cromogenico per B-galattosidasi, 
con ia formazione di un precipitate insolubile di un determinate colore a fronte della 




formazione di un precipitato insolubile di colore diverso dal primo, dopo la reazione 

enzimatica. La lettura dei risultati richiede comunque un'incubazione di 24-48 ore. 

Da quesfidea nasce il prodotto commerciale Collchrome 2™. 

Anche questo metodo, come il precedente, necessita di almeno 24 ore per la 

lettura dei risultati, tempo di analisi nettamente superiore a quello proposto dalla 

richiedente. 

Simile al terreno descritto precedentemente 6 Mlagar, mezzo ideato da Brenner et 
al. [Appl. Environ. Microbiol. 1993 Nov; 59(11):3534-44] dove si utilizza MUGal per 
la rilevazione dell'attivita di B-galattosidasi e quindi dei Coliformi Totali e indoxil-8- 
D-glucuronide (Ibdg) per quella di B-glucuronidasi, specificatamente per E.coli 
(US6063590, 2000). Questo metodo, anch'esso basato sulla crescita cellulare, 
necessita di almeno 20 ore per la lettura dei risultati, tempo di analisi nettamente 
superiore a quello proposto dalla richiedente. 

In una pubblicazione Van Poucke e Nelis [Appl. Environ. Microbiol. Vol.63 N°2 
771-774 (1997)] descrivono un test chemiluminometrico per la rivelazione di 
Coliformi Totali e E.coli su terreno liquido. I tempi sono ridotti a 6 ore per i Coliformi 
Totali utilizzando il nuovo terreno Colicult™ con substrato e induttore Galacton- 
Plus e 9 ore per E.coli utilizzando sempre Colicult ma con Glucuron come 
substrato ed induttore. 

Come per Berg et al. questo metodo, rispetto a quello proposto dalla richiedente, 
presenta limitazioni dovute alia duplicazione cellulare e tempi di analisi di durata 
maggiore (6-9 ore) a quelli del metodo oggetto dell'invenzione a causa della 
necessita di giungere alia fase esponenziale di crescita cellulare. 
Grant (US5849515, 1998) propone un terreno di crescita contemporaneamente 
selettivo per E.coli e Coliformi Totali, tramite I'uso di un substrato per p- 
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glucuronidase quale il sale 5-bromo-4-cloro3-indolil-P-D-glucuronato di 
clcloesilammonio (X-Gluc) e di un colorante come il cloruro di trifeniltetrazolio per 
la rivelazione di p-galattosidasi. Nella composizione del terreno di crescita si ritrova 
il lattosio come fonte di carbonio e come induttore enzimatico. Inoltre vengono 
introdotti gli aminoacidi, sottolineando la loro funzione di promotori di contrasto per 
colonie evidenzianti attivite di p-glucuronidasi. L'utilizzo di questo terreno permette 
la lettura dopo 36-48 h. Originato dal sopradescritto lavoro 6 il kit per analisi di 
Coliformi m-Coliblue24. 

Pur evidenziando I'importanza degli aminoacidi, lo spirito del brevetto § in ogni 
caso legato imprescindibilmente alia crescita cellulare e ad una successiva conta, 
dilatando i tempi di analisi. 

La richiedente § comunque in grado di innalzare la sintesi enzimatica a livello 

cellulare indipendentemente dalle condizioni ambientali da cui sono prelevati i 

batteri stessi; infatti 6 impossibile la definizione a priori di "induzione ottimale", 

essendo essa fortemente dipendente dall'ambiente in cui essi si vengono a 

trovare. 

In conclusione: 

1. Metodi basati sulla conta su piastra implicano tempi d'attesa superiori alle 12 



2. Metodi basati sull'analisi diretta in ambiente liquido necessitano di crescita 
cellulare ricadendo nel problema precedente ed inoltre creando una ulteriore 
variabile nella definizione di linearity tra I'attivita enzimatica e numero iniziale di 
cellule; 

3. Metodi basati sul presupposto che in determinate situazioni ambientali le attivita 
enzimatiche delle cellule Coliformi sono naturalmente indotte, limitano 



ore; 



6 




('applicability universale del metodo, rendono il risultato dell'analisi soggetto a 
falsi negativi e risultano strettamente dipendenti dal livello di induzione 
enzimatica presente al momento del prelievo. 
La presente invenzione si propone dunque lo scopo di mettere a punto un metodo 
per la rilevazione di Coliformi sensibile e veloce, condotto in assenza di crescita 
cellulare che super! gli inconvenient! sopra evidenziati. 

Nei laboratori della richiedente 6 stato infatti trovato che gli aminoacidi 
singolarmente o in miscela, sono in grado di incrementare sensibilmente I'attivita p- 
galattosidica e (3-glucuronidica, espressa dalla singola cellula coliforme, in un 
processo che non implica la dupiicazione cellulare; questo fenomeno permette di 
ottenere una quantity minima d'enzima, rilevabile in presenza di un numero di 
cellule estremamente basso. 

Descrizione dettagliata dell'invenzione 

La presente invenzione ha per oggetto una soluzione d'induzione che, in assenza 
di crescita cellulare, e in grado di indurre I'espressione d'enzimi inducibili; essa pud 
essere utilizzata per la rapida rilevazione di cellule di E.coli e di Coliformi Totali 
mediante induzione degli enzimi p-glucuronidasi e p-galattosidasi. Tale soluzione 
comprende: 

1. Almeno un aminoacido, preferibilmente una miscela d'aminoacidi, in quantity 
tale da non permettere una crescita cellulare rilevabile delle cellule coliformi a 
contatto con esso entro un intervallo di tempo fra 0 e 120 min; 

2. Un sistema tampone, come ad esempio Na 2 HP0 4 e KH 2 P0 4 , preferibilmente, 
ma non necessariamente, a pH compreso tra 7,0 e 7,5, contenente NaCI, 
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preferibilmente, ma non necessariamente alio 0,00012% (p/v); 

3. loni bivalenti e piCi particolarmente il magnesio Mg ++ in concentrazione 
preferibilmente 0,5 mM; 

4. Un induttore enzimatico (i.e. isopropil-p-D-tiogalattopiranoside per la p- 
galattosidasi in concentrazione preferibilmente 0,2mM e metil-p-D-glucuronide 
per ia p-glucuronidasi in concentrazione preferibilmente 2mM, e relative 
miscele); 

Secondo I'invenzione, gli aminoacidi sono essenziali per ottenere I'induzione 
enzimatica; la miscela d'aminoacidi pud includere preferibilmente tutti i 20 
aminoacidi o solo alcuni di essi in quantita preferibilmente compresa nell'intervallo 
tra 0,01 mM e 0,05 mM ciascuno. 

In particolare essa pud contenere almeno uno dei seguenti aminoacidi: 

- Triptofano W. 

- Almeno uno tra Metionina M e Treonina T. 

- Isoleucina I e Leucina L. 

In generale la miscela sopra citata d'aminoacidi naturali e preferibilmente 
composta da una soluzione contenente i 20 aminoacidi naturali in forma levogira 
(Alanina A, Cisteina C, Acido Aspartico D, Acido Glutammico E, Fenilalanina F, 
Glicina G, Istidina H, Isoleucina I, Lisina K, Leucina L, Metionina M, Asparagina N, 
Prolina P, Glutammina Q, Arginina R, Serina S, Treonina T, Valina V, Triptofano 
W, Tirosina Y). 

II campione da analizzare e preferibilmente un campione acquoso o qualsiasi 
campione in cui i microrganismi possano essere estratti al fine analitico in matrice 
liquida. In particolare la metodica si riferisce alia determinazione della 
concentrazione di Coliformi Totali o E.coli in acque reflue, acque superficiali, acque 





di balneazione, acque dolci, acque marine, falde acqulfere. Campioni solidi come 
alimenti, suoli, etc., in cui sia necessaria la ricerca di Coliformi, potranno essere 
analizzati con questo metodo dopo opportune estrazione in fase liquida. 
Secondo come si presenta, il campione da analizzare pud essere: 

- Aggiunto direttamente alia soluzione d'induzione. 

- Filtrato con filtro avente cut off non superiore a 0,45 micron e il filtro 
immerso nel minimo volume di soluzione d'induzione sufficiente per ricoprire 
il materiale trattenuto. 

- Estratto con opportuno mezzo liquido e filtrato e la superficie del filtro messa 
a contatto con un volume di soluzione d'induzione. 

La fase d'induzione viene eseguita ad una temperatura compresa tra 30 e 40°C 
per la determinazione dei Coliformi Totali e tra 30 e 50°C per la determinazione dei 
Coliformi Fecali o per E.coli, per un tempo non superiore a 120 minuti (dopo 2 ore 
d'incubazione si registra duplicazione cellulare). La rilevazione pud essere 
effettuata utilizzando il saggio fluorimetrico, in se noto, consistente nella rispettiva 
reazione extracellulare degli enzimi da rilevare p-galattosidasi e 3-glucuronidasi 
con i substrati fluorescent! metilumbelliferil-p-D-galattoside (MUGal) e 
metilumbelliferil-p-D-glucuronide (MUGIu). L'inizio della reazione enzimatica e 
contemporaneo all'aggiunta del substrata ed al solvente di lisi cellulare ed il suo 
termine e in corrispondenza con I'aggiunta di soda o di potassa, che, alzando il pH, 
permettono un incremento del segnale di fluorescenza e contemporaneamente 
bloccano il continuo della reazione stessa. Non vi sono limiti di tempo per I'idrolisi, 
ma normalmente la sua durata di tempo e compresa tra 5 e 120 minuti e 
preferibilmente, ma non necessariamente, si protrae per 15 minuti. II numero 
minimo di cellule rilevabili con il presenta metodo e di circa 10 cellule/campione. 
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tempi dell'intera reazione sono preferibilmente inferiori a 120 minuti, pid 
preferibilmente inferiori a 60 minuti, ancor piCi preferibilmente inferiori a 30 minuti, 
ancor piCi preferibilmente inferiori a 15 minuti e comunque variano a seconda del 
numero di cellule e il metodo e cosl sensibile che si riescono a rilevare fino a 10 
cellule per campione, benchS con tempo di analisi superiore a 20 minuti, ma pur 
sempre contenuti ( tipicamente inferiori a 3 ore) rispetto ai metodi delle tecniche 
note. 

Secondo una realizzazione preferita delNnvenzione, la metodologia di rilevamento 
dei Coliformi si basa sull'utilizzo dei reagenti seguenti, che possono essere 
realizzati in forma di kit di analisi, unitamente alle metodologie appresso descritte: 
- Soluzione di Induzione Enzimatica (Reagente A): il reagente comprende 
una soluzione acquosa a pH compreso tra 2 e 10 comprendente: un 
sistema tampone, come ad esempio Na 2 HP0 4 e KH 2 P0 4 , preferibilmente 
ma non necessariamente a pH 7,2; ioni bivalenti e piCi particolarmente il 
magnesio Mg**, i quali ioni sono essenziali ad una concentrazione 
preferibilmente ma non necessariamente 0,5mM; almeno un aminoacido, 
preferibilmente ma non necessariamente Triptofano W, in concentrazione 
fino a 80mM; preferibilmente ma non necessariamente un altro aminoacido 
a scelta tra Metionina M e Treonina T, in concentrazione fino a 80mM e 
preferibilmente ma non necessariamente anche Isoleucina I e Leucina L in 
concentrazione fino a 80mM; in generale e preferibile ma non necessario 
utilizzare tutti i 20 aminoacidi natural!, promotori dell'induzione, ad una 
concentrazione preferibilmente ma non necessariamente 0,02mM ciascuno; 
un induttore della sintesi della p-galattosidasi o della p-glucuronidasi, come 
ad esempio isopropil-p-D-tiogalattopiranoside o metil-p-D-glucuronide e 
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relative miscele; un agente selettivo, con funzione permeabilizzante della 
membrana, come ad esempio sodiododecilsolfato; NaCI, preferibilmente ma 
non necessariamente alio 0,00012% (p/v); la soluzione e sterilizzata ad 
esempio per filtrazione su filtro avente porosita non superiore a 0,45 micron 
e pud essere in forma liofilizzata. 

- Soluzione del Substrato Enzimatico (Reagente B): il reagente 
comprende una soluzione di metilumbelliferil-p-D-galattoside (MUGal) 
sciolto in dimetilsolfossido e tampone fosfato, o una soluzione di 
metilumbelliferil-p-D-glucuronide (MUGIu) disciolto in una soluzione di 
tampone fosfato/triton-x 99/1, o una miscela delle due, preferibilmente ma 
non necessariamente caratterizzate dall'assenza di 4-metilumbelliferone 
(MU), oppprtunamente separate ad esempio tramite passaggio su colonna 
anionica (resina Amberlite IRA-410, Sigma per esempio) per ridurre ia 
naturale presenza di 4-metilumbelliferone. II reagente pu6 essere in forma 
liofilizzata. 

- Soluzione di Amplificazione di Fluorescenza (Reagente C): ii reagente 
comprende una soluzione acquosa di NaOH o altra base che permette di 
amplificare fino a 4 volte tanto la naturale fluorescenza di 4- 
metilumbelliferone, effetto ottenibile a pH 11-12. 

- Solvente: e un adatto solvente organico di lisi che provoca la rottura della 
membrana cellulare batterica (ad esempio cloroformio od altro adatto 
solvente organico di lisi). 

Reagente A e Reagente B possono essere in forma liofilizzata e aggiunti al 
campione tal quale da esaminare ripristinando le condizioni ideali di induzione 
enzimatica e/o di idrolisi enzimatica, come appresso descritto. 
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Preferibilmente il procedimento secondo I'invenzione comprende i seguenti stadi: 

1. Preparazione del campione: 

II campione pud essere analizzato tal quale prelevandone una determinata 
quantita ed aggiungendola direttamente al Reagente A. 

Campioni solidi o semisolid! possono essere estratti con la necessaria quantita di 
opportuno mezzo liquido (preferibilmente ma non necessariamente una soluzione 
fisiologica o una soluzione di tampone fosfato come quella utilizzata per I'analisi) e 
trattati in seguito come campioni in originale matrice acquosa. 
In alternativa si puo effettuare una separazione delle cellule batteriche dal 
campione mediante trattamento fisico, come, ad esempio, la filtrazione; pertanto 
un volume varlabile di campione viene fatto passare attraverso un filtro avente cut- 
off non superiore a 0,45 micron. 

2. Induzione dell'enzima: 

Come gi& descritto il campione puo essere : 

• aggiunto direttamente al Reagente A. 

• integrato con il materiale liofilizzato del Reagente A o di Reagente A + 
Reagente B e messo quindi in condizioni di induzione enzimatica. 

• filtrate e il filtro immerso nel minimo volume di Reagente A sufficiente per 
ricoprirne il materiale trattenuto. 

In tutte le variant! il slstema "campione- Reagente A" viene trattato ad una 
temperatura compresa tra 30 e 40 °C per i Coliformi Totali e tra 30 e 50°C per i 
Coliformi Fecali o per E.coli, per un tempo non superiore a 120 min, ad esempio di 
almeno 5 minuti, come gia accennato. 

3. Espres$ione dell'attivita delPsnzkna indotto tramite lisi della membrana 





cellulare: 



Prima o durante il periodo di induzione, oppure alio scadere di esso, viene 
aggiunta al slstema "campione-Reagente A" un'aliquota di Reagente B 
(preferibilmente ma non necessariamente si aggiungono alio scadere del tempo di 
induzione ca. 50^1 per ogni ml di Reagente A utilizzato). Essa contiene il substrata 
fluorogenico. Alio scadere del tempo di induzione si procede alia rottura della 
membrana cellulare batterica con solvente organico (ad esempio cloroformio od 
altro adatto solvente organico di lisi). Questo permette la fuoriuscita dell'enzima 
indotto; inizia Pidrolisi del substrata fluorogenico con rilascio del fluoroforo; dopo 
breve agitazione, il campione viene trattato ad una temperatura non superiore a 
50°C per un tempo che tipicamente pud variare fra 5 e 15 min, ad esempio di 10 
minuti. Alio scadere del tempo s'interrompe la reazione aggiungendo la soluzione 
C per portare il pH finale a oltrel 1 . 

4. Misura: 

La soluzione derivante dairultimo trattamento viene versata in cuvetta al quarzo e 
posta nel fluorimetro; la misura si esegue con lunghezze d'onda di eccitazione 
comprese tra 330 e 390 nm, lunghezze d'onda di emissione comprese tra 410 e 
470 nm e rispettive slit comprese tra 2,5 e 20 nm. II valore va sottratto dal bianco 
realizzato con le medesime condizioni del campione, esclusa la miscela inducente. 
In caso di assenza di interferenti si pud utilizzare come bianco la soluzione finale di 
lettura ottenuta nelle medesime condizioni del campione eccetto I'aggiunta di 
cellule. Operando sul campo, al fine di considerare eventuali interferenti non 
filtrabili si pud optare per un bianco dove viene omessa la fase di lisi cellulare. 

5. Valutazione del risultato: 

La risposta al test analitico viene considerata positiva quando la misura in 




fluorescenza, espressa in unite arbitrarie proprie dello strumento, risulta in un 
incremento statisticamente significative* rispetto al valore del bianco. La positivite al 
test pud essere valutata sia qualitativamente sia quantitativamente; per 
qualitativamente si intende la possibility dl discriminare i Coliformi Totali dai 
Coliformi Fecali a seconda di quale delle due temperature di incubazione § stata 
utilizzata nella fase di induzione dell'enzima o Coliformi Fecali da E.coli a seconda 
di quale dei due enzimi sia stato rilevato; la valutazione quantitativa necessita di 
una prima curva di calibrazione dello strumento eseguita utilizzando concentrazioni 
note di Coliformi Totali o Fecali o di E.coli. Attraverso questa 6 possibile definire il 
numero di cellule di batten Coliformi present! nel campione originario. 
Vi § dunque la necessity di costruire una retta di taratura per mettere in 
correlazione Unita di Fluorescenza arbitrarie dello strumento e Numero di Cellule 
presenti nel campione. Questo permette una correlazione indiretta tra p- 
galattosidasi (o p-glucuronidasi) e Numero di Cellule. La suddetta retta di taratura 
d peraltro inconfutabilmente ed unicamente legata alle specifiche condizloni 
operative. Di conseguenza ogni minima variazione dei parametri dovra essere 
supportata dalla costruzione di una nuova retta di taratura che permetter& la 
validazione del risultato. 

Rientra neirambito della seguente invenzione un kit di analisi comprendente: 

• Reagenti A, B, C. 

• Istruzioni per I'uso. 

• Strumentazione e solvent! adeguati alia conduzione del metodo. 
II sistema secondo I'invenzione, presenta i seguenti vantaggi: 
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1. La drastica riduzione dei tempi di analisi: i tempi dell'intera reazione sono 
preferibilmente inferiori a 120 minuti, piu preferibilmente inferiori a 60 minuti, 
ancor piCi preferibilmente inferiori a 30 minuti, ancor piu preferibilmente inferiori 
a 15 minuti e comunque variano a seconda del numero di cellule e il metodo 6 
cosl sensibile che si riescono a rilevare fino a 10 cellule per campione, benche 
con tempo di analisi superiore a 20 minuti, ma pur sempre contenuti 
(tipicamente inferiori a 3 ore) rispetto ai metodi delle tecniche note, grazie 
all'uso di un nuovo mezzo di induzione capace di stimolare, in assenza di 
crescita numerica delle cellule, la sintesi di quantity rilevabili di p-galattosidasi e 
p-glucuronidasi, anche in campioni contenenti una bassa concentrazione di 
cellule. 

2. L'uso originate di una miscela di aminoacidi (promotore di induzione) come 
principale generatore delle suddette proprieta del mezzo di induzione. 

3. L'assenza di sostanze nutritive, e quindi nessun indebito incremento di segnale 
all'esame fluorimetrico dovuto alia duplicazione cellulare; I'attivite enzimatica 
misurata 6 direttamente connessa ai microrganismi contenuti nel campione di 
partenza. Si evita cosl una sovrastima del risultato o perlomeno rinserimento 
della variabile crescita cellulare nella correlazione tra enzima rilevato e conta 
cellulare. 

4. La presenza dello ione magnesio Mg ++ , quale elemento assolutamente 
indispensabile all'induzione delle cellule in tale sistema; gli ioni magnesio 
agiscono come cofattori per gli enzimi in esame. 

5. L'ulteriore aumento dell'attivita p-galattosidica come conseguenza delFuso di 
una concentrazione piCi elevata di substrata raggiunta grazie alia 
solubilizzazione in dimetisolfossido (DMSO) e a eventuate purificazione su 
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colonna anionica. La solubilizzazione in DMSO aumenta di 100 volte la 
solubilita di MUGal in acqua ed il passaggio su resina anionica permette 
un'evidente diminuzione del segnale del bianco, trattenendo la resina la 
percentuale di metilumbelliferone libera presente come contaminante in MUGal 
commerciale. 

6. Aumento di rilevabilita del fluoroforo dovuto all'idrolisi enzimatica extracellulare. 
La presenza degli enzimi indotti e essenzialmente intracellulare. La lisi cellulare 
provocata dal cloroformio permette la fuoriuscita degli enzimi e la reazione con i 
relativi substrati awiene in soluzione all'esterno della cellula. Perci6 la reazione 
viene accelerata e la fluorescenza del fluoroforo gia libera in soluzione viene 
istantaneamente rilevata. 

Per la rilevazione di E. coli e dei Coliformi Totali I'uso della soluzione di induzione, 
oggetto della presente invenzione, presenta i seguenti vantaggi: 

1. La riduzione dei tempi di analisi (da 10 a 120 minuti), dovuta al processo di 
induzione diretta, non correlata alia crescita cellulare accoppiata aWelevata 
sensibilita dell'analisi dovuta all'azione di promozione dell'induzione degli 
aminoacidi che permettono di ottenere una quantita di enzima rilevabile anche 
in un numero limitatissimo di cellule. 

2. La precisione del rfsultato e la correlazione lineare tra I'attivita enzimatica 
prodotta e il numero di cellule indotte per Yassenza di duplicazione cellulare. La 
duplicazione cellulare comporta owiamente un'ulteriore incognita nella 
correlazione lineare tra attivita enzimatica e numero di cellule presenti. 




effettuate le analisi descritte negli esempi; per la rilevazione degli enzimi p- 
galattosidasi e p-glucuronidasi e state utilizzato un saggio fluorimetrico costituito 
dalla reazione extracellulare dell'enzima con il substrate fluorescente MUGal e 
MUGIu e dalla lettura fluorimetrica. 

Gli esempi seguenti sono da considerare illustrativi deH'invenzione e non sono da 
intendere come limitativi della portata della medesima. 

Esempio 1 - Induzione di attivita p-galattosidica su E.coli e 
Enterococcus faecalis e conta cellulare in caso di positivita. 

1. Preparazione del campione 

Varl campioni in soluzione fisiologica (NaCI 0,85% in acqua) contenenti cellule di 
E.coli (ATCC 25922) e di Enterococcus faecalis (ATCC 29212) vengono 
variamente diluiti. Per ogni prova viene verificato il numero di cellule tramite conta 
microbiologica su piastra. 

2. Induzione deH'enzima 

Un volume di 33 jil per ogni campione viene singolarmente aggiunto a 2315 y\ di 
soluzione di induzione, a pH 7,2, presterilizzata per filtrazione su filtro idrofilo 
avente pdrosita di 0,45 micron. Essa contiene: Na 2 HP0 4 47,7 mM, KH 2 P0 4 22 
mM, MgS0 4 '7H 2 0 0,5 mM, 80ng di aminoacidi naturali (Alanina A, Cisteina C, 
Acido Aspartico D, Acido Glutammico E, Fenilalanina F, Glicina G, Istidina H, 
Isoleucina I, Lisina K, Leucina L, Metionina M, Asparagina N, Prolina P, 
Glutammina Q, Arginina R, Serina S, Treonina T, Valina V, Triptofano W, Tirosina 
Y, 4 \xg cadauno), 250 ng di sodiododecilsolfato e 125 pg di isopropil-p-D- 
tiogalattopiranoside; il campione viene poi incubate a 37°C per 75 minuti. 

3. Reazione enzima — substrate dopo lisi cellulare 
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Alio scadere del tempo d'induzione vengono aggiunti 132 \x\ di una sbluzione 
contenente MUGal (1,5 mg/ml in dimetilsolfossido) e poi 20 p.1 di cloroformio; 
dopo breve agitazione ia soluzione di idrolisi viene incubata 45 minuti a 37°C. Alio 
scadere del tempo, Pidrolisi viene interrotta aggiungendo 100 \x\ di soluzione 
contenente NaOH 2 N in acqua. 
4. Misura 

La soluzione viene immediatamente versata in cuvetta al quarzo e posta al 
fluorimetro (Perkin-Elmer LS50B); la misura viene eseguita con lunghezze d'onda 
di eccitazione e di emissione rispettivamente di 362 nm e 445 nm, e slit di 
eccitazione e di emissione con apertura di 2,5 nm. Non essendo presenti possibili 
interferenti nel campione si sceglie di utilizzare un bianco ad esso identico ma 
realizzato senza cellule. Si utilizza per la conta di E.coli una retta di taratura 
precedentemente messa a punto y=30,529x. 



y = numero di cellule x = unite di fluorescenza 



Slit 2,5;2,5 


u.f. 


u.f-B 


Ce!lule/2ml 


Bianco B 


47 


0 


0 


Campione 1 


84 


37 


1,130 


Campione 2 


116 


69 


2,107 


Campione 3 


145 


98 


2,992 


Campione 4 


179 


132 


4,030 


Campione 5 


211 


164 


5,007 


Campione 6 


246 


199 


6,075 


Campione 7 


274 


227 


6,930 


Campione 8 


308 


261 


7,968 
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Campions 9 


325 


278 


8,487 


Campione 10 


357 


310 


9,464 


Enterococcus 1,2,3 


47 


0 


Non det. 



Campioni 1-10 relativi ad E.colL 
u.f = Unite relative di fluorescenza 
B = Bianco 

Esempio 2- Induzione di attivita fi-glucuronidica su E.coli e 

Klebsiella Pneumoniae e conta cellulare in caso di positivita. 

1. Preparazione del campione 

Van campioni in soluzione fisiologica (NaCI 0,85% in acqua) contenenti cellule di 
E.coli (ATCC 25922) e di Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) vengono 
variamente diluiti. Per ogni prova viene verificato il numero di cellule tramite conta 
microbiologica su piastra. 

2. Induzione dell'enzima 

Un volume di 33 yA per ogni campione viene singolarmente aggiunto a 2315 \i\ di 
soluzione di induzione, la cui composizione e stata riportata nell'Esempio 1, 
contenente come induttore 1,25 mg di metil-B-D-glucuronide; il campione viene poi 
incubato a 44°C per 75 minuti. 

3. Reazione enzima - substrata dopo lisi cellulare 

Alio scadere del tempo d'induzione vengono aggiunti 132 |jJ di una soluzione 
contenente MUGIu [1 mg/ml in soluzione tampone fosfato (Na 2 HP0 4 47,7 mM, 
KH 2 P0 4 22 mM, MgS0 4 -7H 2 0 0,5mM)/Triton-X 99/1] e poi 20 ul di cloroformio; 
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dopo breve agitazione la soluzione di idrolisi viene incubata per altri 45 minuti a 
37°C. Alio scadere del tempo, I'idrolisi viene interrotta aggiungendo 100 \i\ di una 
soluzione contenente NaOH 2 N in acqua. 
4. Misura 

La soluzione viene immediatamente versata in cuvetta al quarzo e posta al 
fluorimetro (Perkin-Elmer LS50B); la misura viene eseguita con lunghezze d'onda 
di eccitazione e di emissione rispettivamente di 362 nm e 445 nm, e slit di 
eccitazione e di emissione con apertura di 5 nm. Non essendo presenti possibili 
interferenti nel campione si sceglie di utilizzare un bianco ad esso identico ma 
realizzato senza cellule. Si utilizza per la conta di E.co// una retta di taratura 
precedentemente messa a punto y=30,993x. 
y = numero di cellule 
x = unite di fluorescenza 



Slit 5;5 


u.f. 


u.f-B 


Cellule/2ml 


Bianco 


27 


0 


0 


Campione 1 


84 


14 


434 


Campione 2 


116 


31 


961 


Campione 3 


145 


48 


1488 


Campione 4 


179 


61 


1891 


Campione 5 


211 


77 


2386 


Campione 6 


246 


89 


2758 


Campione 7 


274 


115 


3564 


Campione 8 


308 


127 


3936 


Campione 9 


325 


149 


4618 




Campione 10 


357 


147 


4556 


Klebsiella 1,2,3 


27 


0 


Non det. 



Campioni 1-10 relativi ad E.colL 
u.f = Unite relative di fluorescenza 
B = Bianco 

Esempio 3- Induzione di attivita p-galattosidica su Klebsiella 
pneumoniae e conta cellulare in caso di positivita. 

1. Preparazione del campione 

Van campioni In soluzione fisiologica (NaCI 0,85% in acqua) contenenti cellule di 
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) vengono variamente diluiti. Per ogni prova 
viene verificato il numero di cellule tramite conta microbiologica su piastra. 

2. Induzione dell'enzima e reazione enzima - substrata dooo lis! cellulare 
L'induzione dell'enzima e I'espressione dell'attivite dell'enzima indotto tramite lisi 
della membrana cellulare awengono secondo il procedimento descritto 
nell'esempio 1 

3. Misura 

La misura viene eseguita secondo il procedimento descritto nell'esempio 1 
utilizzando una retta di taratura precedentemente messa a punto per il ceppo 
batterico considerate y=60,063x. 
y = numero di cellule 
x = unite di fluorescenza 
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Slit 5;5 


u.f. 


u.f-B 


Cellule/2ml 


Bianco 


232 


0 


0 


Campione 1 


257 


25 


1502 


Campione 2 


305 


73 


4385 


Campione 3 


323 


91 


5466 


Campione 4 


329 


97 


5826 


Campione 5 


401 


169 


10151 


Campione 6 


427 


195 


11900 


Campione 7 


448 


216 


12974 


Campione 8 


523 


291 


17478 


Campione 9 


526 


294 


17659 



Campion! 1-9 riferiti a Klebsiella pneumoniae 
u.f = Unite relative di fluorescenza 
B = Bianco 



Esempio 4 - Induzione di attivita p-galattosidica e p-glucoronidica 
su E.co// in assenza di aminoacidi. 

Vari campioni in soluzione fisiologica (NaCI 0,85% in acqua) contenenti cellule di 
E.coli (ATCC 25922) vengono variamente diluiti. Per ogni prova viene verificato il 
numero di cellule tramite conta microbiologica su piastra. 

Le condizioni sperimentali per Tinduzione dell'enzima, I'espressione deirattivite 
enzimatica dopo lisi cellulare e la misura fluorimetrica sono quelle descritte 
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nelPEsempio 1 per Tenzima p^galattosidasi e nell'Esempio 2 per Penzima p- 
glucuronidasi , eccetto la presenza di aminoacidi. 

I risultati del saggio fluorimetrico dimostrano che, in assenza degli aminoacidi nella 
soluzione di induzione, le cellule non producono i due enzimi inducibili in quantita 
rilevabile. 
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Rlvendicazioni 

1. Soluzione dlnduzione da impiegare per la rapida rilevazione di cellule di 
Coliformi atta ad indurre, in assenza di crescita cellulare, Pespressione degli 
enzimi inducibili p-glucuronidasi e 0-galattosidasi, tale soluzione 
comprendendo: 

• Almeno un aminoacido, preferibilmente una miscela di aminoacidi, in 
quantity tale da non permettere una crescita cellulare rilevabile delle cellule 
coliformi a contatto con esso entro un intervallo di tempo fra 0 e 120 min. 

• Un sistema tampone. 

• loni bivalenti e piCi particolarmente il magnesio Mg ++ in concentrazione 
preferibilmente 0,5 mM. 

• Un induttore enzimatico. 

2. Soluzione secondo la riv. 1 in cui I'aminoacido § in concentrazione fino a 
80mM. 

3. Soluzione secondo le riv. 1-2 comprendente almeno uno dei seguenti 
aminoacidi: 

• Triptofano W. 

• Almeno uno tra Metionina M e Treonina T. 

• Isoleucina I e Leucina L. 

4. Soluzione secondo la riv. 1 in cui I'aminoacido 6 scelto fra gli aminoacidi 
naturaii: Alanina A, Cisteina C, Acido Aspartico D, Acido Glutammico E, 
Fenilalanina F, Glicina G, Istidina H, Isoleucina I, Lisina K, Leucina L, Metionina 
M, Asparagina N, Prolina P, GlutamminaA-Arainina R, Serina S, Treonina T, 




Valina V, Triptofano W, Tirosina Y. 

5. Soluzione secondo le riv. 1-4 in cui la miscela d'aminoacidi include gli 
aminoacidi naturali in forma levogira, ciascuno in quantity compresa 
neH'intervallo tra 0,01 mM e 0,05 mM. 

6. Soluzione secondo le riv. 1-5 in cui il sistema tampone 6 un tampone fosfato a 
pH compreso tra 7,0 e 7,5, contenente NaCI, preferibilmente, ma non 
necessariamente alio 0,00012% (p/v). 

7. Soluzione secondo le riv. 1-6 in cui rinduttore enzimatico 6 scelto fra isopropil- 
p-D-tiogalattopiranoside per la p-galattosidasi, in concentrazione 
preferibilmente 0,2mM, e metil-p-D-glucuronide per la p-glucuronidasi, in 
concentrazione preferibilmente 2mM, e relative miscele. 

8. Soluzione secondo le riv. 1-7 comprendente ulteriormente un agente selettivo, 
con funzione permeabilizzante della membrana, come ad esempio 
sodiododecilsolfato. 

9. Kit di analisi per la rilevazione rapida di cellule collformi comprendente: 

• La soluzione di Induzione secondo le riv. 1-8. 

• Una soluzione comprendente un substrato fluorescente. 

• Istruzioni per I'uso. 

• Strumentazione e solventi adeguati alia conduzione del metodo. 

10. Kit secondo la riv. 9 in cui i coliformi sono scelti fra Coliformi Totali. Coliformi 
Fecali, E.coli. 

1 1 . Kit secondo la riv. 9 in cui la soluzione di induzione 6 sterilizzata per filtrazione 
su filtro avente porosity non superiore a 0,45 micron ed e in forma liofilizzata. 

12. Kit secondo la riv. 9 in cui il substrato fluorescente 6 scelto fra Ml) Gal e MUGIu 
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e relative miscele. 

13. Kit secondo la riv. 9 comprendente ulterlormente un amplificatore di 
fluorescenza costituito da una soluzione acquosa di NaOH o altra base atta ad 
innalzare il pH della soluzione di induzione ad un valore compreso fra pH 11- 
12. 

14. Kit secondo la riv. 9 comprendente ulteriormente un solvente organico di lisi, ad 
esempio cloroformio. 

15. Kit secondo le riv. 9-14 da impiegare per analizzare campioni acquosi ottenuti 
da acque reflue, acque superficial!, acque di balneazione, acque dolci, acque 
marine, falde acquifere, alimenti, suoli. 

16. Processo per la rilevazione rapida di cellule di batteri Coliformi comprendente 
gli stadi seguenti: 

• Porre in contatto il campione da analizzare con una soluzione di induzione 
secondo le riv. 1-8 ad una temperatura compresa fra 30 e 50°C. 

• Aggiungere un substrato fluorogenico. 

• Provocare la rottura della membrana cellulare batterica con solvente 
organico in modo da permettere la fuoriuscita dell'enzima indotto. 

• Mantenere ad una temperatura inferiore a 50°C per un tempo variabile in 
funzione del numero di cellule in condizioni di idrolisi del substrato 
fluorogenico con rilascio del corrispondente fluoroforo. 

• Al termine, portare il pH della soluzione finale a oltre 1 1 con una base, ad 
esempio NaOH. 

17. Processo secondo la riv. 16 in cui la temperatura viene mantenuta tra 30 e 
40°C per la determinazione dei Coliformi Totali e tra 30 e 50°C per la 
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determinazione dei Col'rformi Fecali o per E.coli. 

18. Processo secondo la riv. 16 in cui il tempo minimo della fase di reazione 
enzimatica 6 di circa 10 minuti. 

19. Processo secondo la riv. 16 in cui la quantity del fluoroforo viene determinata 
mediante saggio fluorimetrico a seguito della rispettiva reazione extracellulare 
degli enzimi da rilevare p-galattosidasi e p-glucuronidasi con i substrati 
fluorescenti metilumbelliferil-p-D-galattoside (MUGal) e metilumbelliferil-p-D- 
glucuronide (MUGIu). 

20. Processo secondo la riv. 16 in cui il solvente organico di lisi e il cloroformio. 

21. Processo secondo la riv. 16 in cui il substrato fluorescente § scelto fra MUGal 
in dimetisolfossido, MUGIu in soluzione acquosa e relative miscele. 

22. Processo secondo la riv. 16 in cui il campione da analizzare viene 
preventivamente trattato con un'estrazione con una soluzione fisiologica o una 
soluzione di tampone fosfato. 

23. Processo secondo la riv. 22 in cui il campione viene ulteriormente sottoposto a 
filtrazione su un filtro avente cut-off non superiore a 0,45 micron ed il filtro viene 
posto in contatto con la soluzione di induzione. 

24. Processo secondo la riv. 16 in cui I'analisi del campione viene effettuata 
mediante fluorimetria con lunghezze d'onda di eccitazione comprese tra 330 e 
390 nm, lunghezze d'onda di emissione comprese tra 410 e 470 nm e rispettive 
slit comprese tra 2,5 e 20 nm. 

Terni, II 29 Luglio 2003 ISRIM Scarl 
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1. Almeno un amlnoacldo, preferibilmente una mlscela d'amlnoacldi, in quantity 
tale da non permettere una cresc'rta cellulare rilevabile dell© cellule coliformi a 
contatto con esso errtro un intervallo dl tempo fra 0 e 1 20 min; 

2. Un sistema tampone, come ad esempio Na2HP0 4 e KH 2 P04, preferibilmente, 

, { Eliminate: 7,0 

ma non necessariamente, a pH compreso tra ^coitenmte.NaCI^'''' 

Eliminate: 0,00012% ) 

preferibilmente, ma non necessariamente allo^t1%,(p/y)_; 

3. loni blvalenti e piu particolarmente il magneslo Mg** in concentrazione 
preferibilmente 0,5 mM; 

4. Un induttore enzimatico (I.e. isopropH-fMMiogalattopiranoside per la }J- 
gaiattosidasi in concentrazione preferibilmente 0,2mM e meti»-p-D-glucuronide 
per la (*-glucuronidasi in concentrazione preferibilmente 2mM, e relative 
misceie); 

Secondo Hnvenzione, gli aminoacidi sono essenziali per ottenere I'induzione 
enzlmatica; la mlscela d'amlnoacldi pud Includere preferibilmente tutti i 20 
aminoacidi o solo alcuni di essi in quantita preferibilmente compresa nelPintervallo 
tra 0,01 mM e 0,05 mM ciascuno. 

In particolare essa pud contenere almeno uno dei seguenti aminoacidi: 




- TriptofanoW. 



- Almeno uno tra Metionina M e Treonina T. 

* Isoleucina I e Leucina L 

in generate la miscela sopra citata d'aminoacidi naturali preferibilmente 

composta da una soluzione contenente i 20 aminoacidi naturali in forma tevogira 

(Aianina A, Cisteina C, Acido Aspartico D, Acido Glutammico E, Fenilalanina F, 

Glicina G, IsBdina H, isoleucina I, Lisina K, Leucina L, Metionina M, Asparagina N s 

Prolina P, Glutammina Q, Arginina R, Serina S, Treonina T, Valina V, Triptofeno 
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permettono un incremento del segnale di fluorescenza e contemporaneamente 
bloccano il continue della reazione stessa. Non vi sono limiti di tempo per l'idrollsi, 
ma normalmente la sua durata di tempo & compresa tra 5 e 120 mlnutl e 
prgferibilment©, ma non necessariamente, si protrae per 15 minuti. 1! numero 
minimo di cellule Hlevabili con li presente metodo d di circa 10 cellule/camptone. i 
tempi dell'intera reazione sono praferibilmente inferior! a 120 minuti, piu 
preferibHmente inferior! a 60 minuti, ancor pi£i preferibilmente inferlori a 30 minuti, 
ancor p]£i preferibilmente Inferlori a 15 minuti e comunque variano a seconda del 
numero di cellule e it metodo e cos? sensibile che si riescono a rilevare fino a 10 
cellule per campione, benchd con tempo di anallsi superiors a 20 minuti, ma pur 
sempra contenuti ( tipicamente inferior! a 3 ore) rispetto ai metodi dalle tecniche 
note. 

Secondo una realizzazione preferlta deli'lnvenzione, la metodologia di rilevamento 
del Coliformi si basa sulPutJHzzo del reagenti seguenii, che possono essere 
reaiizzati in forma di lot di anaiisi, unitamente alie metodologie appresso descritte; 
- Soluzione di Induzione Enzimatica (Reagente A): il reagent© comprende 
una soluzione acquosa ^mprendente: ^ 

esempio NaaHPCU e KH2PO4, preferibilmente ma non necessariamente a 
pH 7. 2 (S-oal) e dH 6.5 ^ 

magnesio Wig**, 1 quali ioni sono essenziali ad una concentreeione 

preferibilmente ma non necessariamente 0,5mM; almeno un aminoacldo. 

preferibilmente ma non necessariamente Triptofano W, in concentrazione 

fino a 80mM; preferibilmente ma non necessariamente un attro aminoacido 

a scelta tra Metionina M e Treonina T f in concentrazione fino a 80mM e 

preferibilmente ma non necessariamente anche fsoleucina I e Leucine L in 
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Eliminate: a pH compreso tra 
2e10 



Pormattato: Tlpo di 
carattera(Predeflnito) Arial 



concentrazione fino a 80mM; in generate preferibile ma non necessario 
utilizzare tutti i 20 aminoacidi naturali, promotori delHnduzione, ad una 
concentrazione preferibilmente ma non necesaariamente 0,02mM ciascuno; 
un induttore delta sintesi dsiia p-gaJattosidasi o dstta P-giucurankiasi, come 
ad esempio isopiopfi-^D-tiGgalattopirancside o metil-p-D-slucuronlde e 
relative miscele; un agents ssieaivo. con funzione permeabilizzante della 
membrana, come ad esempfo sodiododecllsolfato; NaCI, preferibilmente ma 

^ { Eliminate; 0,00012% ] 

non necessartamente alio jD^1^(p/y); ^ 

esempio per ffttrazione su fBtro avente porosita non superiore a 0,45 micron 
e pud essere in forma liofilizzata. 

- Soluzione del Substrate Inzimatico (Reagent* B)i il reagente 
comprende una soluzione di metUumbellifedJ-p-D-ga!attoslde (MUGal) 
scioJto in dimetflsolfbssido e tampone fosfato, o una soluzione dl 
metilumbelljferil-p-D-glucuronide (MUGIu) disdolto in una soluzione di 
tampone fosfaio/iriton-x 99/1, o una miscela deiie due, preferibilmente ma 
non necessariamente caratterizzate dairassenza di 4-mstiiumbaiiiferon© 
(MU), oppoftunamente separate ad esempio tramite passeggio su coionna 
anionica {resina Amberitte JRA-410, Sigma per esempio) per ridurre la 
naturale presenza di 4-metilumbeiIiferone* II reagente pu6 essere In forma 
liofilizzata. 

- Soluzione di Amplificazione di Ftuorescenza (Reagente C): ii reagente 
ccmprende una soluzione acquosa di NaOH o aitra base che permette di 
ampfificarB fino a 4 volte tanto la naturale fluorescenza di 4- 
meUfumbeiliferone, effettc ottenibile a pH 1 1-12. 

- Solvente: 6 un adatto soivente organico di lis! che provoca la rottura deila 
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Valina V, Triptofano W, Tirosina Y. 

5. Soluzione secondo le riv. 1-4 in cui la miscela d'aminoacidi include gfl 
sminoaefcfl naturafl in forma levogira, etescuno to quantity compresa 
neirintervallolra 0,01 mM & 0,05 mM. 

6. Soluslone seconds {a riv. 1-5 In oil tl stetema tampons 4 un fampona fosfato a 

, { Eliminate: 7,0 j 

pH compreso tra 4J*<L^e_7A„^ 

, { Eliminate: 0,00012% } 

necessariamente allo ^_01_%X p/y> ; 

7. Soluzlone secondo te riv. 1-6 in cui ilnduttore enzimatico & scelt© fra isopropil- 
p-D-tiogalattopIranoside per ia P-galattosidasi, In concentrazlon© 
preferibilmente 0,2mM, e metil-p-D-glucuronide per ia p-glucuronidasi, in 
coraentrazione pmferibiimenta 2mM f e relative mfecele. 

8. Soluzion© secondo le riv. 1-7 comprendente uiteriormente un agente seletth/o, 
con fonzksne pernieahilizzante delta membrana, come ed esempio 
sodiododecBsotfato, 

9. Kit di analisi par la rilava2ion© rapida dl cellule coliforml comprandant©: 

• La soluzione di indusion© secondo le riv, 1-8, 

• Una soluzlone comprendente un substrato fluorescente. 

• istruzioni par ruso. 

• Strumentazkme e soiventi adeguati alia conduzione del metodo. 

1a Kit secondo la riv, 9 in cut i colifcrmi sono scelfi fra Coiifomu Totafi, CoHfomii 
Fecali, E.colL 



11- Kit secondo la riv. 9 in cui la soiuzione di induzione 6 sterilizzata per ffltrazione 
su fittro avente porosrti nor* superiore a 0,45 micron ed 6 in forma liofilizzata. 




e relative miscele. 

13. Kit secondo la riv. 9 comprendente ulteriormente un ampfificatore di 
fluorescenza costituKo da una soluzione aequosa dl NaOH o attra base atta ad 
innafzar© it pH della solutions di induztone ad un valors compreso fra pH 11- 
12. 

14. Kit secondo la riv, 9 comprendente ulteriormente un solvente organico di Hsl, ad 
esempio doroformi o. e/o aaente drflsL ad esemoio triton-x . 

15. Kit secondo te riv. 9-14 da imptegsre per anslizzare campion? aequosi ottenuS 
da acque reflua, acqus superficial], acq u e di baineazione, aequo doka, acque 
marine, feJde acquifere, alimenti, suolL 

16. Processo per Is rilevazione rapida di cellule di batterf CoBfemii compranderrte 
gli stadi seguentl: 

• Porre in contatto II eampiene da analizzare con una soiuzlone di Indudone 
secondo le riv. 1-8 ad una temperatura compresa fra 30 e 50*C. 

• Aggiungera un substrate fluorogenico. 

,{ EHmEnato: solvente orgsnico 

• Provocare la rotiura detta membrana cettulara batterica con gfljggla^US^ ..^--' ^^^^ 
modo da permettere ta fuoriuscita deU'enzlma indotto. 

• Mantenere ad una temperatura inferiore a 50°C per un tempo variabile in 
funzione del numero di cellule in condizioni di idroiisf del substrata 
fluorogenico con rilascio del corrispondente fluoroforo. 

• Al tannine, portare il pH della soluzione finale a ottre 11 con una base, ad 
esempio NaOH. 

17. Processo secondo la riv. 16 in cui ia temperatura vtene mantenuta tra 30 e 
40°C per ia deterrninazfone dei Colifbmii Totali e tra 30 e 50°C per la 
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determinazlone del Coliformi Fecali o per E.colL 

18. Processo secondo la riv. 16 in cui il tempo minimo delta fiase di reazione 
enzimatica b di circa 10 minuti. 

19. Processo secondo la riv. 16 m cui ia quantity del Huoroforo viene determinate 
mediante saggio fiuerimetfieo a seguit© deiia Hspeitiva reazione extracellular^ 
degli enzimi da rilevare g-gaiattosidasi e p-gJucuronidasI con i substrafi 
fluorescent! metl!umbellIferil-p-D-galattos!de (MUGal) e metilumbeUiferil-j^D- 
glucuronide (MUGlu). 

, { Eliminate; jj sotvente organico ] 

20. Processo secondo la riv. 16 in cut J'aqente d i Bsj % j ctor^rmi o e/o il triton-^ 

21. Processo secondo ia riv. 16 in cui ii substrate fiuorescente k scetto fra MUGai 
In difnatfsoHossidQ, ft^UGIu in soluzione acquosa a relative miscele. 

22. Processo secondo ia riv. 16 in cui il campions da analizzare viene 
preventivamente trattato con un'estrszlone con una soluzione fisiologica o una 
soluzione di tampone fosfato. 

23. Processo secondo la riv. 22 in cui il campione viene ufieriormente settoposto a 
Iftirazione suunfiiim agents cut-off non superiors a 0,46 micron ed il fiJiro viene 
posto in contatto con la soluzione di induzione. 

24. Processo secondo Ja riv. 16 in cui fanalisi del campione viene effettuata 
mediants fluorimstrla con lunghezze d'onda di sccitazione comprese tra 330 e 
390 nm, lunghezze cfonda di emissione comprese tra 410 e 470 nm e rispettive 
slit comprese tra 2,5 e 20 nm. 

Temi, ii 29 Luglio 2003 ISRIM Scari 

(Prof. F. BistonJ) 
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